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Resumen 
Para diferenciar especies morfológicamente similares, en los últimos años, se ha venido usando la 
técnica de “DNA barcoding” (Código de barras de ADN), además de las claves taxonómicas. Las 
características morfológicas de Amblyomma dissimile han entrado en discusión por su gran parecido 
con Amblyomma rotundatum, por ello se recomienda la identificación también con técnicas 
moleculares. El objetivo de este trabajo fue corroborar molecularmente la identificación de las 
muestras de garrapatas colectadas en anfibios y reptiles en marco del proyecto titulado Rickettsial 
infection in ticks (Acari: Ixodidae) from reptiles in the Colombian Caribbean (2018), desarrollado 
por el grupo GIESEMOL. Por lo tanto, se compararon algunas secuencias del género Amblyomma 
descargadas en GenBank y se evaluaron los valores de distancia genéticas intra e inter específicos 
con el programa MEGA 7.0, de este análisis se obtuvo que los genes 12S y COI eran los más 
adecuados para la identificación de los individuos del estudio. Posteriormente se realizó la 
verificación de ADN de las muestras del proyecto y a partir de las muestras comprobadas se 
amplificaron los dos genes seleccionados, se purificaron y secuenciaron. Con la herramienta BLAST 
de (www.ncbi.nlm.nih.gov) se compararon nuestras secuencias con las disponibles en la base de 
datos, se evaluaron las distancias inter e intra específicas de las secuencias obtenidas usando MEGA 
y posteriormente se realizaron análisis filogenéticos de inferencia bayesiana (BI) y máxima 
verosimilitud (ML) de las secuencias concatenadas de ambos genes de nuestras secuencias y otras 
secuencias de Amblyomma descargadas de GenBank. Las muestras de garrapatas que fueron 
recolectadas parasitando anfibios y reptiles de diferentes zonas del municipio de Santa Marta tienen 
un valor intraespecifico de 0.5% en COI y 0.3 en 12S. Se destacan los valores interespecíficos al 
diferir genéticamente en las especies de Amblyomma. Los porcentajes de identidad obtenidos son de 
100% en Amblyomma dissimile y 94% para A. rotundatum, obteniendo la diversidad de nucleótidica 
en el gen 12S (0.0041) y el gen COI (0.0051) para las A. dissimile. Se concluye que todas las 
secuencias obtenidas en la investigación pertenecen a la especie A. dissimile según los análisis de 
código de barra genético con el gen COI y 12S.  
Palabras clave: Garrapatas, Amblyomma, Identificación, Diferenciación y Código de barras de 
ADN.  
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Abstract 
To differentiate morphologically similar species, in the last years, we have been using the technique 
of "DNA barcode", besides the taxonomic keys. The morphological characteristics of Amblyomma 
dissimile have become part of the discussion due to similarities between Amblyomma rotundatum, 
therefore we also recommended identification with molecular techniques. The main objective of this 
project was to corroborate by molecularly identification the samples of ticks collected in amphibians 
and reptiles under the project titled Rickettsial infection in ticks (Acari: Ixodidae) from reptiles in the 
Colombian Caribbean (2018), developed by the GIESEMOL group. Therefore, some sequences of 
the Amblyomma genus downloaded in GenBank were compared and the intra and inter specific values 
were evaluated with the MEGA 7.0 program, from this analysis it was obtained that the 12S and COI 
genes were the most suitable for the identification of the individuals in the study. Subsequently, the 
DNA verification of the project samples was carried out and from the tested samples the two selected 
genes were amplified, purified and sequenced. With the BLAST tool (www.ncbi.nlm.nih.gov) our 
sequences were compared with database results available on the previous named, the inter and intra-
specific distances of the sequences obtained using MEGA were evaluated and subsequently were 
performed phylogenetic analyzes of Bayesian inference (BI) and Maximum likelihood (ML) of the 
concatenated sequences of both genes of our sequences and other Amblyomma sequences downloaded 
from GenBank. The samples of ticks that were collected parasitizing amphibians and reptiles from 
different areas of Santa Marta municipality, we found an intra-specific value of 0.5% in COI and 0.3 
in 12S; highlighting the interspecific values in the genetic difference with the other Amblyomma 
species including A. rotundatum; It presents percentages of 100% identity with Amblyomma dissimile 
and 94% for A. rotundatum, with a divergence of nucleotides in the 12S gene for A. dissimile of 
0.0041 and for COI of 0.0051. It is concluded that all the sequences obtained in the investigation 
belong to the species A. dissimile according to the genetic bar code analysis with the COI and 12S 
gene. 
Keywords: Ticks, Amblyomma, Identification, Differentiation and DNA barcode. 
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Introducción  
Las garrapatas son artrópodos ectoparásitos hematófagos; pertenecen a la clase Arachnida, subclase 
Acari, orden Ixodida; actualmente se reconocen más de 907 especies distribuidas en el mundo (Jones 
et al., 1972; Dovale y Valencia, 2008; Horak et al., 2002). Son parásitos relativamente grandes con 
una longitud de 2 a 20 mm, siendo los machos de menor tamaño que las hembras (Cortés, 2011). 
Carecen de antenas, tienen cabeza y tórax fusionados y cuatro pares de patas, con excepción de las 
larvas que presentan tres pares de patas. se identifica este grupo por su hipostoma dentado y una 
estructura quimiorreceptora en el primer par de patas denominada órgano de Haller (Barros et al., 
2006; Faccioli, 2011). Cuando se alimentan se mantienen fijados a la piel del hospedador, mediante 
diferentes mecanismos de fijación según lo largo que sean sus quelíceros e hipostoma (Márquez et 
al., 2005).  
 
Las garrapatas se dividen en tres familias, Argasidae, Ixodidae y Nuttalliellidae (Oliver, 1989); 
Ixodidae se caracteriza por tener un escudo dorsal, que en los machos recubre toda la superficie dorsal 
del idiosoma, y en las hembras, ninfas y larvas es incompleto, cubriendo solo la porción anterior 
(Márquez et al., 2005). Uno de los géneros más representativos de la familia Ixodidae, es el género 
de Amblyomma, el cual se caracteriza porque sus individuos tienen el cuerpo ovalado, poseen ojos y 
festones, tienen palpos largos (con el segundo segmento corto y ancho), su escudo generalmente tiene 
ornamentaciones; la base del capítulo es de forma subtriangular o subrectangular generalmente; 
ausencia de placas adanales en machos, placas ventrales pequeñas, se pueden encontrar enfrente de 
los festones; los escudos ventrales se pueden extender más allá del margen posterior de los festones; 
placas estigmáticas subtriangulares o en forma de coma (Quiroz, 1999).  
 
El género Amblyomma tiene 135 especies, de las cuales 57 se han encontrado en la región neotropical 
(Horak et al., 2002; Guglielmone y Nava, 2014; Beltrán et al., 2011). Las relaciones filogenéticas del 
grupo aún no están completamente definidas y la clasificación taxonómica con caracteres 
morfológicos no es lo suficientemente precisa (Miller et al., 2016), generando discusión entre las 
especies muy similares, como es el caso de Amblyomma dissimile y Amblyomma rotundatum (Lampo 
et al., 1997), en la figura 1 se encuentran todos sus estadios y en la figura 2 se encuentra las partes 
esenciales de la hembra de las dos especies. 
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Figura 1: 1A. Hembra de Amblyomma rotundatum. 2A. Hembra de Amblyomma dissimile. 1B. 
Macho de A. rotundatumn. 2B. Macho de A. dissimile. 1C. Ninfa de A. rotundatumn. 2C. Ninfa de 
A. dissimile. 1D. Larva de A. rotundatumn. 2D Larva de A. dissimile. (Fotografías modificadas y 
tomadas de Andrea Cotes y https://www.discoverlife).  
  
1)  2) 
Figura 2. 1) Amblyomma dissimile (hembra). 2) Amblyomma rotundatum (hembra). a) Scutatum; b) 
Gnathosoma (vista dorsal); c) Gnathosoma (vista ventral); d) Coxa; e) Tarso I; f) Tarso y Tibia IV; 
g) Plato spiracular. Barra de escala 1mm. (Tomada y modificada de Voltzit, 2007). 
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La especie A. dissimile Koch (1844), se encuentra comúnmente hospedando reptiles y algunos 
anfibios como los sapos. Se distribuye en América Central, el Caribe y en toda Sudamérica excepto 
en Chile, ocasionalmente en América del Norte (Florida) (Voltzit, 2007; Jones, 1972). Por su parte, 
A. rotundatum Koch (1844), se ha encontrado desde Argentina a México (Voltzit, 2007), pasando por 
Brasil, Bolivia, Perú, Venezuela, República dominicana, Guatemala, Panamá, Costa Rica, Jamaica, 
Granada, Isla de Martinica, Trinidad y Tobago, México, en el Pacífico colombiano y también se ha 
registrado en Estados Unidos (Rodrígues, 2002; Jones, 1972); aún no hay reportes de esta especie en 
el Caribe colombiano. Los hospedadores más comunes de todas las etapas parasitarias de A. 
rotundatum son Bufo marinus, B. schneideri, B. constrictor y uno que otro mamífero (e.g. Dasypus 
novemcinctus) (Guglielmone y Nava, 2010; Miller, 2016).  
 
El comercio de animales exóticos como los reptiles y anfibios, los centros de rescate y reproducción 
en cautiverio han contribuido al aumento de la población de garrapatas y su distribución hacia 
regiones donde no era común encontrarlas, incrementando con ello el riesgo de contraer enfermedades 
ya conocidas y el surgimiento de nuevas (Harvell et al., 1999; Medina, 2010; Smith et al., 2012); esta 
situación genera que algunos animales puedan ser más susceptibles a las infestaciones de 
ectoparásitos (Sutherst, 2001). Adicionalmente, los hemoparásitos transmitidos por estas, causan un 
impacto importante en los sistemas de producción de animales domésticos, en los zoológicos, 
bioterios, centros de extracción de veneno y producción de suero antiofídico, así mismo son clave en 
las investigaciones sobre zoonosis por ser uno de los principales vectores (Rodrígues, 2002). La 
identificación correcta de estos organismos nos ayuda a esclarecer las relaciones filogenéticas entre 
ellos, además que permite organizar un programa integrado de prevención y control de estos 
ectoparásitos, conociendo también su ecología, sus ciclos de vida y hospederos de preferencia (Levins 
et al., 1994). 
 
La identificación y delimitación de especies por medio del reconocimiento morfológico de las 
garrapatas, en su mayoría requiere mucho tiempo y experiencia en especímenes inmaduros, 
fragmentos de garrapatas o los mismos individuos maduros; además de problemas intrínsecos en 
ciertos grupos con plasticidad fenotípica, diferencias ontogénicas y dimorfismo sexual (Hebert et al., 
2003). Las técnicas para la identificación de especies se hacen más meticulosas al tomar decisiones 
sobre algún grupo específico, puesto que cabe la posibilidad que más de un individuo tengan poca 
diferencia y no estén agrupados correctamente, como lo que podría estar sucediendo con A. dissimile 
y A. rotundatum (Guglielmone y Nava, 2010).  
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La identificación de organismos de una forma más rápida condujo a un grupo de científicos a proponer 
un sistema de identificación basado en secuencias de ADN, para ello se unieron varios Museos, 
herbarios y organizaciones científicas con el fin de obtener el “DNA barcoding” (Código de barras 
genético) de todas las especies; esto generó la ampliación de las bases de datos de información 
genética como “GenBank” y “Consortium for the Barcode of life” (CBOL), las cuales aumentaron 
sus requerimientos de información y estándares taxonómicos (Smith, 2005). 
 
Por su practicidad el “DNA barcoding” se está convirtiendo en un método molecular popular (Hebert 
et al., 2003; Montagna, 2013). Esta técnica se lleva a cabo por un análisis de distancia genética por 
medio del modelo de sustitución nucleotídica del parámetro Kimura-2 (K2P) (Kimura, 1980), es la 
primera aproximación de identificación basada en distancia o divergencia genética, se encuentra 
determinada por el porcentaje de sitios nucleotídicos que varían entre una secuencia desconocida y 
las secuencias que se encuentran en la base de datos; la secuencia que se genera también se conoce 
como índice de código de barras (BIN) (Miller, 2016).  
 
Para llevara a cabo una buena identificación con esta técnica, se escogen ciertas regiones del genoma 
que puede ser útiles, esto se comprueba con los valores que se obtienen en los cálculos de distancias 
genéticas que expresan en único número la divergencia entre dos poblaciones, por ende, es vital que 
estos valores se distingan, entre variación interespecífica (i.e., entre especies cercanamente 
relacionadas) y variación intraespecífica (i.e., dentro de la misma especie). Si al comparar los 
individuos de estudio no se encuentran diferencias, la distancia es 0, mientras que si éstos no tienen 
alelos en común para ningún locus (máxima diferencia), la distancia es 1 (Arbeláez, 2015; Bruno y 
Balzarini, 2009). Por lo tanto, se establecieron índices de distancia genética basados en K2P, en la 
divergencia genética de especies y su importancia taxonómica se han establecido valores del 0-2% 
de diferencia en el ADNm según K2P para la variación intraespecífica, y valores mayores para la 
diferenciación de especies (variación interespecífica), la discriminación específica será más acertada 
entre mayor sea la divergencia entre estas dos distancias (Intra e Inter) (Paz, 2011). 
 
Este análisis del código de barras genético se basa en la comparación de distancias genéticas para 
identificar especies utilizando principalmente un segmento del gen Citocromo C Oxidasa I (COI), 
debido a que es un gen de gran utilidad para la discriminación entre especies (Lanteri, 2007). En la 
última década se ha demostrado que el fragmento de COI presenta una variación interespecífica 
amplia, mostrando así que la identificación molecular complementa a la identificación por 
características taxonómicas (Paz, 2011). Según estudios de Códigos de barras del ADN con el gen 
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COI los valores de divergencia para género es de 9.93%, para familias de 15.46%, en órdenes es de 
22.18% y clases de 23.27%; aunque estos valores no se pueden generalizar a todos los grupos 
taxonómicos, nos da un aproximado (Lanteri y Confalo, 2003; Hebert et al., 2003; Lanteri, 2007). 
 
Siendo COI un gen codificante para proteínas, los nucleótidos que se encuentran en tercera posición 
muestran una alta ocurrencia de sustituciones en las bases, llevando a una alta tasa de evolución 
molecular de aproximadamente tres veces más que las del gen 16S rDNA (Knowlton y Weigt, 1998; 
Paz, 2011). Sin embargo, se ha comprobado la utilidad de los genes 18S ADNr y 16S ADNr para 
diferenciar e identificar especies de garrapatas del género Amblyomma (Nava et al. 2009). Marcadores 
de rápida evolución como los genes 12S ADNr, COII, ITS2 y la región control D-Loop también se 
han empleado para reevaluar el estado taxonómico de especies como es el caso del complejo de 
Amblyomma cajennense (Beati, 2013), mostrando la eficacia de esta herramienta molecular.  
 
Aunque las distancias genéticas nos permiten identificar con gran confiabilidad las especies, algunos 
estudios afirman que es conveniente incluir la evaluación de la variabilidad haplotípica a nivel 
intraespecífico y pruebas filogenéticas que lo corroboren (Lanteri 2007). En el análisis de la 
variabilidad haplotípica observamos la relación génica entre individuos de un grupo por medio de una 
red de haplotipos (Paternina, 2016; Nadolny et al, 2016; Lanteri 2007); la red de haplotipos permite 
observar las relaciones evolutivas en forma de árboles multifurcados, representados por unas esferas 
que nos muestra que cada una de ellas es un haplotipo diferente ajustado a su diámetro de frecuencia, 
esta red muestra de igual forma la interconexión de las relaciones filogenéticas y el número de 
mutaciones por medio de la longitud de las ramas entre haplotipos calculadas con el método de 
Parsimonia; la topología obtenida puede ser: Cuello de botella genético (presencia de pocos 
haplotipos en alta frecuencia), o una población Mixta (gran cantidad de haplotipos en baja frecuencia), 
entre otros patrones demográficos (Nadolny et al., 2016; Vázquez et al., 2009). 
 
En el caso de las pruebas filogenéticas para la identificación de especímenes, es necesario construir 
un árbol con las secuencias de varios genes (árbol de coalescencia) informativos para evaluar la 
diferenciación entre especies, basado en la cercanía evolutiva con las otras secuencias del grupo 
monofilético (Elias et al., 2007; Lanteri, 2007; Lv et al., 2013; Paz, 2011). Matz y Nielsen, (2005), 
afirman que, mediante el método Bayesiano y de máxima verosimilitud es posible estimar la 
posibilidad de que una secuencia no identificada aún, pueda asignarse a una determinada especie, 
operando sobre un árbol de coalescencia o de genes.  
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Teniendo en cuenta lo anterior se comprende la importancia de determinar mediante técnicas 
moleculares con genes de utilidad las especies de Amblyomma sp. que fueron colectadas de anfibios 
y reptiles en marco del proyecto “Rickettsial infection in ticks (Acari: Ixodidae) from reptiles in the 
Colombian Caribbean” (2018). Para lo anterior se pretende evaluar los genes COI, 12S y 16S con 
las secuencias disponibles en GenBank y BoLD, escogiendo los dos genes más informativos; de igual 
forma genotipificar e identificar, con base a la información de los dos genes seleccionados, a los 
individuos recolectados en el proyecto ya mencionado. De esta forma surge la siguiente pregunta, 
¿Será posible encontrar algún individuo que fue clasificado taxonómicamente como Amblyomma sp. 
o A. dissimile en muestras recolectadas en el marco del proyecto Rickettsial infection in ticks (Acari: 
Ixodidae) from reptiles in the Colombian Caribbean (2018), que corresponda a la especie de 
Amblyomma rotundatum implementando técnicas moleculares?. 
 
 
Materiales y Métodos  
Se tomaron las muestras que fueron recolectadas en el marco del proyecto “Rickettsial infection in 
ticks (Acari: Ixodidae) from reptiles in the Colombian Caribbean” (2018), en el cual se escogieron 
diez zonas de muestreo en tres departamentos del Caribe colombiano (Magdalena, Guajira y Cesar) 
(Santodomingo et al., 2018). La identificación de las garrapatas adultas se hizo por medio de las 
claves taxonómicas de Voltzit (2007), Osorno (1940) y Jones et al. (1972). Para las ninfas se usó la 
clave elaborada por Martins et al. (2010) y para las larvas la clave de Osorno-Mesa (1940). Luego las 
muestras se utilizaron para el procedimiento de extracción de ADN individualmente con el kit de 
ADN genómico ISOLATE II (BIOLINE, EE. UU.).  
 
Selección de genes a evaluar  
En la página de GenBank se descargaron secuencias de varias especies del género Amblyomma (A. 
dissimile, A. rotundatum, A. triste, A. ovale, A. longirostre, A. cajennense, A. auricularum y A. 
americanum) de los genes COI, 16S y 12S. Luego de alinearlas y editarlas, se compararon 
manualmente con MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), y se calcularon las distancias genéticas utilizando 
el modelo Kimura-2 parámetros (K2P) para obtener los valores intra e inter específicos de los grupos. 
Según los valores obtenidos se escogieron dos genes que nos fueron suficientemente informativos en 
las relaciones taxonómicas, teniendo en cuenta que para los valores intraespecíficos deben ser 
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menores al 2%; para los valores interespecíficos, estos deben ser mayores a los valores 
intraespecíficos obtenidos (Kimura, 1980; Lanteri, 2007).  
 
Selección de muestras 
Debido a que estas extracciones se realizaron en el 2016 y 2017, la calidad del ADN se verificó 
mediante electroforesis en el gel de agarosa preparado con 0.80 g de Agarosa LE (Molecular Biology 
Grade) y 40 ml de TBE 1X, para formar el gel se mezcló muy bien la agarosa y el TBE llevando al 
microondas por 70 s, se agregó la mezcla después de dejar enfriar a la cámara de electroforesis 
insertando las peinillas de 1,5 y se agregó la carga de Buffer. Cada muestra de ADN se mezcló con 2 
µl de tinción GelRed (Biotium) y se colocó HyperLadder TM 50bp (5x); las muestras se corrieron con 
100V y 400A en 45 min. De 238 muestras colectadas, solo 156 tuvieron confirmación de ADN; de 
las muestras que aún tenían ADN se tomó una muestra por cada lugar y hospedero que fueron 
colectadas (Anexo 1), para los análisis de este estudio. 
 
Amplificación de dos genes (COI, 12S) 
Las 40 muestras se amplificaron mediante la técnica de PCR en un termociclador (Eppendorf 
Mastercycler® Pro), en un volumen final de 25 μl, incluyendo a cada reacción 2 μl de ADN extraído, 
0,25 μl de polimerasa Taq (5 u/μL BIOLASE ™, Bioline USA), 1 μl de MgCl (50 mM), 2,5 μl de 
PCR de tampón (10X), 0,5 μl de dNTP (10 mM) y 0,5 μl de cada cebador (10 μM) (Folmer et al. 
1994). Las secuencias de los cebadores y las condiciones de la PCR se muestran en la Tabla 1. Los 
productos se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% con tinción GelRed 
(Biotium).  
 
Tabla 1. Secuencia de los iniciadores en cada gen (COI Y 12S), con las condiciones de amplificación 
respectivamente. 
Diana utilizada 
(tamaño amplificado) Secuencia de los iniciadores (5’ 3’) Condiciones PCR 
COI (709pb) 
COX1F- Amblyomma: CTC TAC WAA 
YCA YAA AGA CAT TGG 
COX1R- Amblyomma: TAA ACT TCA 
GGR TGN CCR AAR AAT CA 
94 ºC 3 min 1 ciclo 
94 ºC 30 seg 
40 ciclos 54ºC 45 seg 
72 ºC 1.30 min 
72 ºC 7 min 1 ciclo 
12S (423pb) 
12SF- Amblyomma:  TAA ACH AGG ATT 
AGA TAC AAT 
12SR- Amblyomma:  CCA CTA YYT TWA 
CTT TGT TAC  
94 ºC 3 min 1 ciclo 
94 ºC 30 seg 
40 ciclos 
56ºC 45 seg 
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72 ºC 1.30 min 
72 ºC 7 min 1 ciclo 
Purificación y Secuenciación  
Cada una de las muestras obtenidas en la amplificación se purificó utilizando el Kit y protocolo de 
purificación SureClean (Bioline USA). El producto de PCR se secuenció en ambos sentidos. 
 
Análisis de Datos 
Las secuencias obtenidas de la fase de laboratorio se verificaron utilizando la herramienta BLAST 
del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), además se editaron con el software ProSeq V3 (Filatov, 
2009) y se alinearon junto con otras secuencias disponibles en GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank) y BoLD (www.barcodinglife.com) (Tabla 2), usando el algoritmo 
ClustalW (Thompson et al., 1994) en el programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016), en el mismo 
programa se calcularon las distancias intraespecíficas e interespecíficas obteniendo la divergencia 
evolutiva media utilizando máxima verosimilitud; las secuencias alineadas de A. dissimile 
descargadas y las obtenidas en la secuenciación se introdujeron en el programa PopART 1.7 (Leigh 
y Bryant, 2015) para así obtener una red de haplotipos (red de expansión mínima) empleando el 
método de máxima parsimonia, evaluando así la diferencia genética con cada uno de los dos genes, 
siguiendo las instrucciones del Manual PopART. 
 
Tabla 2. Secuencias descargadas de GenBank.  
Especie GenBank Gen 
A. dissimile MF004424.1 AY342249.1 AY342248.1 AY342250.1 KU720213.1 KP987772.1 12S 
A. rotundatum KU720231.1 KU720230.1 KU720224.1 MH236879.1 KU720221.1   
A. cajennense KF614698.1 KF614697.1 KF614696.1 JX987873.1 JX987875.1 JX987856.1 
JX987884.1 JX987883.1 JX987885.1 JX987872.1 JX987874.1 JX987857.1 
U95850.1 JX987835.1         
A. auricularum JF523334.1 AY342292.1 KT386306.1       
A. ovale MF004423.1 AY342273.1 KT386307.1       
A. longirostre KF702337.1 KT386304.1 JX192919.1 JX192903.1 AY342264.1   
A. triste KU284921.1 KU284920.1 KU284918.1 KU284917.1 KU284916.1 KU284899.1 
KU284912.1           
A. americanum KP997023.1 KC538943.1 AY342280.1 U95849.1     
A. dissimile MF353128.1 KY389391.1 KY389392.1 KY389389.1 KY389390.1   16S 
A. rotundatum KU720247.1 KU720245.1 KU720243.1 KU720241.1 KU720248.1 EU805569.1 
KX278439.1 KY070324.1 KP987773.1 KJ569693.1     
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A. cajennense L34317.1 KJ557134.1 KJ557135.1 MF353126.1 KX544819.1 KM458242.1 
KT722807.1 KM458243.1         
A. auricularum KC202817.1 KM262200.1 KR869156.1 KR869154.1 FJ627951.1   
A. ovale AF541255.1 MF353105.1 MF353104.1 MF353103.1     
A. longirostre KX137894.1 KM262207.1 KM262206.1 KP762572.1 KP835790.1 KF179341.1 
A. triste AY498563.1 KU285001.1 KU285000.1 KU284999.1 KU284997.1 KU284963.1 
KU284987.1 JN180848.1         
A. americanum L34314.1 KP997024.1 KX673169.1       
A. dissimile MF363072.1 KF200170.1 KF200168.1 KF200114.1 KF200117.1 KF200116.1 COI 
A. rotundatum KU720275.1 KU720278.1 KU720277.1 KU720276.1 KP987771.1 MH105048.1 
A. cajennense KF200160.1 KF200130.1 KF200124.1 MF363087.1 KF200097.1 KF200098.1 
A. auricularum KF200137.1 KF200126.1         
A. ovale KF200158.1 KF200143.1 KF200080.1 MF363089.1 MF363085.1   
A. longirostre KX360363.1 KX360329.1 KF200103.1 KF200095.1 KX360356.1   
A. triste MF363081.1 KU306598.1 KU306595.1 KU306583.1 KU306582.1 KU306557.1 
A. americanum KX360347.1 KX360420.1 KX360419.1 KX360407.1 KX360414.1   
 
Se escogieron diez secuencias de las 40 que se secuenciaron con los genes 12S y COI y tres secuencias 
de cada especie descargada en GenBank (A. dissimile, A. rotundatum, A. longirostre, A. ovale, A. 
tristre, A. cajenense y A. americanum) con los dos genes, que posteriormente fueron concatenados y 
se analizaron para la reconstrucción filogenética. 
 
Se utilizó inferencia bayesiana (BI) y máxima verosimilitud (ML) para la reconstrucción filogenética 
utilizando los programas MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012) y RAxML 8.0.24 (Stamatakis, 2006) 
respectivamente. Además, se utilizó el programa PartitionFinder (Lanfear et al., 2012), de acuerdo 
con el Criterio de Información Bayesiano (BIC; Schwarz, 1978), para escoger los mejores modelos 
de sustitución y los mejores esquemas de partición para cada conjunto de datos de los dos genes 
concatenados (COI y 12S); en el cual se obtuvo a GTR+G como el mejor modelo para ambos genes 
concatenados. 
 
Para los análisis de BI, se realizó una corrida de 107 generaciones, con árboles muestreados cada 100 
generaciones y haciendo a su vez una exclusión (burn-in) del 25% de los arboles iniciales obtenidos.  
La convergencia se validó mediante la diferencia entre las desviaciones estándares medias (<0.01), 
se compilaron los valores de ML en el tiempo y se utilizó el comando ´sump´ en MrBayes. Para los 
análisis de ML se utilizó el algoritmo de escalada rápida (Bootstrap-BP) con 10000 pseudorreplicados 
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de arranque (BP); se consideraron los valores de BP> 70% como altos soportes estadísticos (Hillis y 
Bull, 1993). 
 
Resultados  
Amplificación 
Las amplificaciones con los cebadores para COI y 12S dieron los tamaños esperados entre 700-800 
pb y 500-600 pb respectivamente. La concentración de ADN oscilo entre 30 – 100 ng (Figura 3). 
  
a)   b) 
Figura 3. PCR de algunas muestras con su control negativo (C-) y marcador de peso molecular 
hyperladder 50 pb (M). a) Amplicones de COI; b) Amplicones de 12S. 
 
Análisis preliminar de las secuencias  
Se descargaron 137 secuencias de GenBank de los genes COI, 12S y 16S, correspondientes a A. 
dissimile (17): 6 de COI, 6 de 12S y 5 de 16S; A. rotundatum (21): 6 de COI, 5 de 12S y 10 de 16S; 
A. cajennense (28): 6 de COI, 14 de 12S y 8 de 16S; A. auricularum (10): 2 de COI, 3 de 12S y 5 de 
16S; A. ovale (12): 5 de COI, 3 de 12S y 4 de 16S; A. longirostre (16): 5 de COI, 5 de 12S y 6 de 16S; 
A. triste (21): 6 de COI, 7 de 12S y 8 de 16S; A. americanum (12): 5 de COI, 4 de 12S y 3 de 16S; 
basado en la disponibilidad de secuencias en GenBank, con un total de 41 secuencias para COI, 47 
para 12S y 49 para 16S (Tabla 2). Posteriormente se llevó a cabo la edición y alineación de las 
secuencias con Mega 7.0, con un tamaño de 658pb para el análisis de COI, 377pb para 12S y 458pb 
en 16S. 
 
Cálculo de distancias genéticas 
Distancia Intra e inter específica de especies de Amblyomma 
Las especies con menor distancia intra específica (d) del gen 12S fueron A. longirostre , A. dissimile, 
A. ovale y A. rotundatum, para el gen COI fueron A. longirostre y A. auricularium, y para el gen 16S 
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fueron A. longirostre, A. auricularium y A. rotundatum (Tabla 3). A cajennense obtuvo la mayor 
distancia intraespecifica (d) con los genes COI y 12S, en la evaluación del gen 16S la mayor distancia 
fue de A. dissimile seguido de A. cajennense. 
 
Por otro lado, en los análisis de distancia genética interespecífica con secuencias de 16S de 
Amblyomma escogidas en Genbank observamos que la distancia entre las especies supera el 0,15 
(15%), excepto entre A. dissimile y A. rotundatum con 0.07 (7%) de diferencia, este fue el valor más 
bajo para este gen (Tabla 4). En el caso del gen COI, el valor distancia genética entre especies de 
todas las especies fue mayor de 0.163 (16.3%), exceptuando la comparación de A. dissimile y A. 
rotundatum donde el valor fue más bajo 0.098 (9.8%) (Tabla 5). Con respecto al gen 12S, se observó 
que todos los valores fueron mayores a 0.125 (12.5%) excepto el valor obtenido con A. dissimile y A. 
rotundatum 0.060 (6%) (Tabla 6). 
 
Tabla 3. Valores de distancias intra especies de tres genes (12S, COI y 16S) en varias especies del 
género Amblyomma (A. triste, A. rotundatum, A. ovale, A. longirostre, A. dissimile, A. cajennense, A. 
auricularium, A americanium). Distancia genética (d).  
 
Distancia Intraespecífica 
Gen 12S Amblyomma spp. Gen COI Amblyomma spp. Gen 16S Amblyomma spp. 
d d d 
1. A. triste 0.009 1. A. triste 0.007 1. A. triste 0.017 
2. A. rotundatum 0 2. A. rotundatum 0.004 2. A. rotundatum 0.003 
3. A. ovale 0 3. A. ovale 0.027 3. A. ovale 0.008 
4. A. longirostre 0.002 4. A. longirostre 0.001 4. A. longirostre 0.003 
5. A. dissimile 0.002 5. A. dissimile 0.004 5. A. dissimile 0.077 
6. A. cajennense 0.102 6. A. cajennense 0.064 6. A. cajennense 0.064 
7. A. auricularium 0.031 7. A. auricularium 0 7. A. auricularium 0 
8. A. americanum 0.035 8. A. americanum 0.004 8. A. americanum 0.025 
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Tabla 4. Valores de distancias interespecificas del gen 16S en varias especies del género Amblyomma 
(A. triste, A. rotundatum, A. ovale, A. longirostre, A. dissimile, A. cajennense, A. auricularium, A 
americanium). 
Distancias entre especies 
Gen 16S Amblyomma spp 
  1 2 3 4 5 6 7 
1. A. americanum               
2. A. auricularium 0.208             
3. A. cajennense 0.193 0.128           
4. A. dissimile 0.186 0.218 0.214         
5. A. longirostre 0.207 0.15 0.166 0.203       
6. A. ovale 0.221 0.152 0.22 0.208 0.167     
7. A. rotundatum 0.205 0.25 0.242 0.07 0.222 0.23   
8. A. triste 0.211 0.175 0.219 0.156 0.19 0.186 0.156 
 
Tabla 5. Valores de distancias entre especies del gen COI en varias especies del genero Amblyomma 
(A. triste, A. rotundatum, A. ovale, A. longirostre, A. dissimile, A. cajennense, A. auricularium, A 
americanium). 
Distancias entre especies 
Gen COI Amblyomma spp. 
  1 2 3 4 5 6 7 
1. A. longirostre               
2. A. triste 0.192            
3. A. rotundatum 0.235 0.235           
4. A. ovale 0.201 0.192 0.216         
5. A. dissimile 0.183 0.212 0.098 0.188       
6. A. cajennense 0.205 0.224 0.203 0.219 0.186     
7. A. auricularium 0.171 0.163 0.202 0.197 0.175 0.196   
8. A. americanum 0.197 0.211 0.26 0.221 0.212 0.227 0.188 
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Tabla 6. Valores de distancias entre especies del gen 12S en varias especies del genero Amblyomma 
(A. triste, A. rotundatum, A. ovale, A. longirostre, A. dissimile, A. cajennense, A. auricularium, A 
americanium). 
Distancias entre especies 
Gen 12S Amblyomma spp. 
  1 2 3 4 5 6 7 
1. A. triste               
2. A. rotundatum 0.202             
3. A. ovale 0.187 0.188           
4. A. longirostre 0.223 0.183 0.196         
5. A. dissimile 0.215 0.006 0.214 0.196       
6. A. cajennense 0.197 0.207 0.216 0.213 0.236     
7. A. auricularium 0.223 0.223 0.213 0.252 0.274 0.208   
8. A. americanum 0.125 0.198 0.160 0.183 0.232 0.161 0.185 
 
Distancia Intra e inter específica de A. dissimile y A. rotundatum 
Los valores de distancia intraespecifica de los genes 12S y COI se acercan a cero según los valores 
de K2P (Tabla 7); estos valores se tienen en cuenta al sacar la distancia Interespecifica debido a que 
esta debe ser superior a la obtenida en la distancia intraespecífica para poder distinguir los individuos 
de A. dissimile y A. rotundatum. 
 
Tabla 7. Distancias Intraespecífica de tres genes (12S, COI y 16S) en A. dissimile y A. rotundatum. 
Distancia Intraespecífica 
Gen 12S  Gen COI  Gen 16S  
d d d 
1. A. dissimile 0.002 1. A. dissimile 0.004 1. A. dissimile 0.007 
2. A. rotundatum 0 2. A. rotundatum 0.003 2. A. rotundatum 0.003 
 
Según el análisis de distancia genética interespecifica donde se compararon las secuencias de 
Amblyomma dissimile y A. rotundatum, el gen COI muestra una mayor distancia por lo tanto tiene 
mayor variabilidad entre estas dos especies, esto sugiere que el gen es informativo y útil para la 
elaboración de código de barras de ADN para estas dos especies, por el contrario, el gen 12S nos da 
un valor más bajo entre estas especies en comparación con los otros dos genes analizados debido a 
que nos señala la estrecha cercanía de los dos grupos (Tabla 8). 
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Tabla 8. Distancias interespecifica de especies con tres genes (12S, COI y 16S) en A. dissimile y A. 
rotundatum.  
Distancia Interespecífica 
Gen 12S  Gen COI. Gen 16S  
 A. rotundatum   A. rotundatum   A. rotundatum 
A. dissimile 0.057  A. dissimile 0.112 A. dissimile 0.092 
 
Análisis de las secuencias obtenidas en este estudio 
Se secuenciaron un total de 40 muestras, varias de esas muestras seleccionadas no tenían la cantidad 
suficiente de ADN para secuenciar y analizar con los dos genes, por ello se secuenciaron 36 muestras 
con el gen COI y 27 muestras con el gen 12S.  Las verificaciones con la herramienta BLAST del 
NCBI, mostraron que todas las secuencias analizadas pertenecen a la especie A. dissimile con 99-
100% de identidad, mientras que para A. rotundatum hubo un porcentaje de identidad del 92-94% 
(Tabla 9). El tamaño de las secuencias después de ser editadas y alineadas para el gen 12S fue de 330 
pb y para COI de 533 pb; las secuencias de este último gen se verificaron para que tradujeran 
adecuadamente a proteínas. El análisis de divergencia genética de COI y 12S de las muestras 
procesadas y secuenciadas en este estudio, arrojó valores por debajo del índice de divergencia 
intraespecífica bajo el modelo K2P, mostrando que para el gen COI fue de 0.005 (0.5%) y para 12S 
de 0.003 (0.3%).  
 
Tabla 9.  Porcentaje de identidad según la herramienta BLAST del NCBI para cada secuencia 
obtenida en los genes COI y 12S de este estudio respecto a A. dissimile y A. rotundatum. 
Porcentaje de identidad 
Código COI 12S 
A. dissimile A. rotundatum A. dissimile A. rotundatum 
A16 99% 90% 99% 93% 
A18 100% 90% 99% 93% 
A28 100% 90% - - 
A58 100% 90% - - 
A62 - - 100% 94% 
A116 99% 90% - - 
A120 - - 99% 94% 
A123 99% 91% - - 
A125 99% 90% 100% 94% 
A130 99% 90% 98% 92% 
A138 99% 90% 99% 93% 
A144 99% 90% - - 
A147 - - 99% 93% 
A176 99% 91% 100% 94% 
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A177 99% 91% 99% 93% 
A184 100% 91% 99% 93% 
A186 99% 91% 100% 94% 
A193 100% 91% - - 
A199 99% 90% 99% 93% 
A200 99% 90% - - 
A212 99% 90% - - 
A216 99% 90% 99% 93% 
A222 99% 91% - - 
A233 100% 91% 100% 94% 
A235 99% 91% 100% 94% 
A236 99% 91% - - 
A238 99% 91% 99% 93% 
A240 100% 91% 99% 93% 
A242 100% 90% - - 
A249 99% 90% 99% 93% 
A251 99% 90% 100% 94% 
A253 99% 90% 99% 93% 
A259 99% 91% 99% 93% 
A260 99% 90% 99% 94% 
A264 - - 100% 94% 
A275 99% 91% - - 
A281 99% 90% 99% 94% 
A303 100% 91% 99% 93% 
A309 99% 91% - - 
A311 99% 90% 99% 94% 
 
 
Análisis de las secuencias obtenidas y las descargadas de GenBank 
Los análisis del total de las secuencias de A. dissimile junto con las descargadas de GenBank, 
muestran un valor de 0.005 (0,5%) para COI y 0.004 (0,4%) para 12S (Tabla 10), valores que se 
encuentran dentro del índice de distancia genética para las especies bajo el modelo K2P.  
 
Tabla 10. Distancia Intraespecífica de las muestras obtenidas en el estudio (“Abm”) y de las 
secuencias descargadas en GenBank de A. dissimile. 
Distancia Intraespecífica 
Gen 12S Gen COI  Gen 12S Gen COI 
d d d d 
1. Amb 0.005 1. Amb 0.003 1. A. dissimile 
y Amb 
0.005 1. A. dissimile 
y Amb 
0.004 
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Haplotipos de secuencias obtenidas y descargadas en GenBank 
En el análisis de las secuencias obtenidas (27) y las descargadas (3) de A. dissimile se encontraron 
ocho haplotipos en el grupo de secuencias evaluadas con el gen 12S (Figura 4). Teniendo en cuenta 
que cada círculo representa un haplotipo, obtuvimos ocho haplotipos, los tamaños de las esferas 
representan la cantidad de secuencias que tenían el mismo haplotipo, estos se interconectan de 
acuerdo a sus relaciones filogenéticas mostrando también pequeñas ramas que indican el número de 
mutaciones. Se destacan las secuencias de los individuos de Colombia (departamentos de La Guajira, 
Cesar, Sucre y Magdalena) y Honduras los cuales presentan un haplotipo en cómun. Adicionalmente, 
se obtuvieron dos haplotipos hipotéticos en el análisis según la estimación del algoritmo de Tajima´s. 
Los haplotipos ubicados en los extremos tienen bajas frecuencias (Figura 4). 
 
 
Figura 4. Haplotipos de secuencias obtenidas y descargadas de Amblyomma dissimiles del gen 12S. 
el programa de PopART nos muestra la diversidad de nucleótidos (pi): 0.00419414; el número de 
sitios segregados: 10; Número de sitios informativos-parsimonia: 5; Tajima´s D statistic: -1.48839 p 
(D >= -1.48839) = 0.936492 (PopART 1.7). 
 
En el análisis de haplotipos del gen COI usando las secuencias de GenBank de A. dissimile (6) y las 
secuenciadas en este estudio (36), se observaron once haplotipos y un haplotipo hipotético. 
Observamos también que los individuos de Panamá son muy similares genéticamente con algunos 
del departamento del Magdalena, estos sitios solo estuvieron representados por haplotipos que 
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comparten entre si. Por otro lado, se observa un haplotipo hipotético, además la secuencia del 
municipio de Yopal tiene algunos nucleótidos diferentes que la separa del resto de muestras.  
 
 
Figura 5. Haplotipos de secuencias obtenidas y descargadas de Amblyomma dissimiles del gen COI 
La diversidad de nucleótidos (pi): 0.00516969; el número de sitios segregados: 9; Número de sitios 
informativos-parsimonia: 5; Tajima´s D statistic: -0.626529 p (D >= -0.626529) = 0.568529 
(PopART 1.7). 
 
Análisis filogenéticos 
El análisis de inferencia bayesiana con la matriz concatenada de COI y 12S señala diferentes 
agrupaciones de las especies de Amblyomma. Podemos destacar un agrupamiento de las secuencias 
obtenidas en este estudio (A16, A18, A130, A138, A199, A216, A238, A249, A253, A303) y las 
secuencias descargadas de GenBank de la especie A. dissimile (A_dissimile_1, A_dissimile_2, 
A_dissimile_3); se observa que el grupo anteriormente mencionado se acerca al grupo hermano de 
A. rotundatum formando un cluster entre estos dos grupos (Figura 6). 
En el análisis por máxima verosimilitud de las secuencias procesadas en este estudio (A16, A18, 
A130, A138, A199, A216, A238, A249, A253, A303) y las secuencias descargadas de GenBank (A. 
dissimile, A. rotundatum, A. longirostre, A. ovale, A. tristre, A. cajenense y A. americanum), 
observamos un agrupamiento similar al árbol anterior, todas las muestras escogidas para el análisis 
se agrupan a la especie de A. dissimile (Figura 7). 
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Figura 6. Análisis filogenético del gen 12S y COI usando el modelo Bayesiano de diez de las 
secuencias obtenidas y descargadas de GenBank. (los nodos muestran los valores de probabilidad). 
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Figura 7. Análisis filogenético del gen 12S y COI usando el modelo ML de diez de las secuencias 
obtenidas y descargadas de algunas especies del genero Amblyomma. 
 
Discusión 
En Colombia se ha venido recolectando información genética para los códigos de barras del ADN de 
plantas, hongos, anfibios, lepidópteros, mosquitos y algunos artrópodos, generando un mayor 
conocimiento de fácil acceso en la biodiversidad del país, además de las secuencias también se 
encuentran datos de colecta y laboratorio (Paz, 2011; Ratnasingham y Hebert, 2007). La descripción 
taxonómica en ciertos grupos (plantas, virus, bacterias, protistas, hongos y algunos insectos) es 
dificultosa e incompleta, debido a factores intrínsecos como plasticidad fenotípica, diferencias 
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ontogénicas o dimorfismo sexual (Blaxter, 2004; Hebert et al., 2003; Holmes, 2004; Packer et al., 
2009). El código de barras es una herramienta útil y rápida para la descripción de este tipo de 
organismos (Hebert et al., 2003; Eaton et al., 2010).  
 
Distancia Intra e inter específica de especies de Amblyomma 
La aplicación de la técnica de distancias geneticas a las secuencias obtenidas y las descargadas en 
GenBank del género Amblyomma como A. dissimile, A. rotundatum, A. longirostre, A. ovale, A. 
tristre, A. cajennense y A. americanum demostró su utilidad y efectividad a la hora de diferenciar las 
especies.  Esto es de mucha utilidad teniendo en cuenta que la identificación de larvas, ninfas y 
algunos adultos no presentan suficientes caracteres diagnósticos para una acertada caracterización 
taxonómica. 
 
La evaluación de los genes 12S, 16S y COI por medio de distancias genéticas con algunas de las 
especies de Amblyomma (A. dissimile, A. rotundatum, A. triste, A. ovale, A. americanum, A. 
cajennense y A. longirostre), observamos que son lo suficientemente informativos para su uso en la 
identificación de nuestras secuencias (Tabla 4-7), confirmando lo expuesto por Paz, (2011); Nava et 
al. (2009); Beati, (2013), sobre utilidad de estos genes.  
 
En la identificación de nuestras secuencias usamos COI por los valores obtenidos, puesto que en los 
análisis para verificar los índices inter e intra específicos de las garrapatas del genero Amblyomma, 
los valores adquiridos en la comparación de especies fueron relativamente bajos, y los valores entre 
especies fueron altos, dentro de los índices establecidos (Lanteri, 2007; Nava et al., 2009; Paz, 2011), 
esto puede deberse a que la información obtenida en las bases de datos genéticas está bien tipificada 
para las especies utilizadas en este gen. Por otro lado, al evaluar las secuencias con los fragmentos 
genéticos de 12S y 16S se obtuvieron valores cercanos a los del gen COI, esto demuestra que no hay 
solapamiento entre los valores inter e intra específicos, certificando una acertada identificación de las 
muestras (Paz et al., 2011; Meyer y Paulay, 2005; Moritz y Cicero, 2004). 
 
Al hacer la comparación de secuencias de Amblyomma por medio de distancias genéticas, observamos 
que los valores intra específicos de COI de las especies de Amblyomma (A. triste 0.007 /0.7%, A. 
rotundatum 0.004 /0.4%, A. ovale 0.027 /2.7%, A. longirostre 0.001 /0.1%, A. dissimile 0.004 /0.4%, 
A. cajennense 0.064 /6.4%, A. auricularium 0 /0%, A americanium 0.004 /0.4%) son más bajos en 
comparación con los otros dos genes (12S y 16S). Sin embargo, en A. ovale y A. cajennense, los 
porcentajes de estas especies con el gen COI son mayores para el modelo K2P. En el caso de A. 
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cajennense, Beati et al, (2013), afirman que esta especie tiene una especiación críptica intraespecífica. 
Lo anterior se evidencia en la estimación de los valores de divergencia genética, la composición de 
haplotipos y los análisis filogenéticos del ADN mitocondrial y nuclear que estos autores realizaron, 
mostrando que A. cajennense es un conjunto de seis especies diferentes que han evolucionado por 
separado desde hace al menos 13.2 millones de años. Por otro lado, es conveniente revisar la especie 
de A. ovale con varios genes que nos puedan dar más claridad del porque esta especie presenta un 
valor de distancia intraespecífica más alto al propuesto por los parámetros de Kimura (K2P) (Kimura, 
1980). 
 
La comparación de secuencias de las especies de Amblyomma con el gen 12S estuvieron entre los 
parámetros de K2P (A. triste 0.009 /0.9%, A. rotundatum 0 /0%, A. ovale 0 /0%, A. longirostre 0.002 
/0.2%, A. dissimile 0.002 /0.2%, A. cajennense 0.102 /10.2%, A. auricularium 0,031 /3.1%, A 
americanium 0.035 /3.5%) a excepción de A. cajennense; para el gen 16S observamos que en A. 
cajennense se obtuvieron también valores elevados en la distancia intraespecifica (0.064 /6.4%), esto 
podría explicarse porque aun la mayoría de las secuencias de las especies del complejo aparecen como 
A. cajennense s.l. en GenBank. En las distancias intraespecíficas (A. triste 0.017 /0.017%, A. 
rotundatum 0.003 /0.3%, A. ovale 0.008 /0.8%, A. longirostre 0.003 /0.3%, A. dissimile 0.077 /7.7%, 
A. cajennense 0.064 /6.4%, A. auricularium 0 /0%, A americanium 0.025 /2.5%). Por otro lado, A. 
dissimile presentó un elevado porcentaje de distancia intraespecífica (7.7%) debido a que una de las 
secuencias que se encontraba en Genbank identificada como A. dissimile (KJ569692.1) divergía 
según el alineamiento de ClustalW en el programa de Mega 7.0 con las otras secuencias descargadas 
de la misma especie y el mismo gen. Esta secuencia se tomó y se pasó por la herramienta de Blast de 
la página NCBI, obteniendo el porcentaje de identidad de esta secuencia (98-100%) que correspondía 
a Amblyomma geayi, por tal motivo esta secuencia se eliminó de las secuencias de estudio y procedió 
con los otros análisis. 
 
En el caso de la distancia interespecífica con varias especies de Amblyomma, vemos que en la 
evaluación del gen 16S la mayor distancia fue la de A. rotundatum con A. ovale (0.222 /22.2%), en 
COI fue entre las especies A. rotundatum con A. longirostre (0.235 /23.5%) y A. triste (0.235 /23.5%), 
y en el gen 12S fue de A. dissimile con A. auricularum (0.274 /27.4). Se destaca que, aunque A. 
rotundatum es muy semejante a A. dissimile morfológicamente (Lampo et al., 1997), también lo es 
genéticamente según los valores de distancia interespecíficos siendo los más bajos en las 
comparaciones: 16S (0.07 /7%), COI (0.098 /9.8%) y 12S (0.06 /6%) (Tabla 4-6). 
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Amblyomma americanum mostró en promedio la mayor divergencia con otras especies (Tablas 4, 5 
y 6), razón por la cual dejamos esta especie como grupo externo para hacer los análisis filogenéticos 
(Figura 6 y 7). En algunas investigaciones se observa el solapamiento entre la variación 
intraespecífica e interespecífica que aumenta cuando se realizan muestreos con un mayor número de 
taxas emparentados, disminuyendo la fiabilidad del código de barras de ADN (Moritz y Cicero, 2004; 
Meyer y Paulay, 2005). Lv et al. (2013), compararon algunas especies de garrapatas duras (Ixodes, 
Hyalomma, Amblyomma, Nuttalliella, Rhipicephalus, Haemaphysalis, Dermacentor, Bothriocroton, 
Ornithodoros, Carios, Otobius, Argase) utilizando los genes 16S, COI y 18S, obteniendo que para las 
distancias intraespecíficas los valores de K2P con el gen 16S oscilaron entre 0 y 22.1%, con más del 
70% de valores por debajo del 2% y los valores de distancia interespecíficos fueron del 5 al 45%; 
estos datos indican que el gen 16S es útil como locus de código de barras de ADN para las garrapatas, 
mostrando que el valor medio interespecífico de 16S (14.79%) fue aproximadamente ocho veces más 
alto que el valor medio intraespecífico (1.8%). En el estudio del gen COI, obtuvieron un valor 
intraespecífico entre 0 a 14.5% (la mayoría de los valores era inferiores al 1%), el valor medio 
interespecífico fue de 17.8%, aproximadamente 12 veces mayor que el valor medio intraespecífico 
(1.46%). Aunque hubo solapamiento en algunos casos, este no fue representativo para disminuir la 
fiabilidad de ´DNA barcoding´. Por lo tanto, sugieren que el gen COI es el gen más efectivo en la 
discriminación de especies de garrapatas; por el contrario, el gen 18S fue muy conservado y poco 
informativo.  
 
En otro estudio se destaca la utilidad de otro gen donde evalúan el gen ITS2 en las secuencias de A. 
rotundatum con otras especies de garrapatas, arrojando los siguientes valores: 0.12 /12% con A. 
aureolatum, 0.15 /15% con A. cajennense, 0.122 /12.2% con A. incisum, 0.124 /12.4% con A. 
scalpturatumy 0.13 /13% con A. latepunctatum; los valores están dentro del rango observado para la 
divergencia entre estas especies (K2P), esto nos ayuda a comprender la diferencia que existe entre 
estas y la eficacia del método de “DNA barcoding”, además de conocer los valores aproximados para 
la diferenciación de especies en el género Amblyomma (Labruna et al., 2005).  
 
Distancia Intra e inter específica de A. dissimile y A. rotundatum 
Nuestras muestras de ADN se amplificaron con dos genes, para escoger esos genes se analizaron los 
datos obtenidos en Mega 7.0 de A. dissimile y A. rotundatum (Tabla 7-8) donde vemos que, la 
distancia intraespecifica de A. dissimile en el gen COI (0.004 /0.4%) y del 12S (0.003 /0.3%) nos 
muestra porcentajes bajos en comparación con el gen 16S (0.007 /0.7%) (Tabla 7), según lo expuesto 
anteriormente, para que un gen sea confiable al identificar los individuos, estos últimos no deben 
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presentar mucha diferencia genética si pertenecen a la misma especie (distancia intraespecífica 
cercana o igual a 0) (Bruno y Balzarini, 2009). En el caso de las distancias interespecificas de A. 
dissimile con A. rotundatum, el gen COI tuvo un valor de 0.112 (11.2%), 12S de 0.052 (5.2%) y 16S 
de 0.092 (9.2%) (Tabla 8), esto nos muestra la utilidad del gen COI para usarlo en la identificación y 
comparación de especies del genero Amblyomma. Lanteri, (2007), afirma que, el gen COI es un buen 
marcador para identificar “Molecular Operational Taxonomic Units” (MOTU), denominación que da 
lugar a las secuencias con gran similitud. Según Hebert, (2003), la región COI tiene una alta tasa de 
sustitución, con ello una alta manifestación de variación en la secuencia entre especies del mismo 
género. En el caso de los genes 16S y 12S al adquirir los porcentajes de las distancias interespecíficas 
observamos que son confiables para la diferenciación de especies. 
 
Al observar los valores interespecíficos tan bajos en la comparación de A. dissimile y A. rotundatum 
(16S 0.07 /7%, COI 0.098 /9.8% y 12S 0.06 /6%), se decidió hacer una prueba aparte que no se agregó 
en la metodología con los genes 12S y COI, donde comparamos cada una de las secuencias de A. 
dissimile y A rotundatum descargadas en Genbank y las que obtuvimos en nuestro estudio, para saber 
si había alguna secuencia mal identificada en la base de datos que tuviera un valor mínimo de 
diferencia interespecífica y pudiera estar alterando los valores obtenidos y expuestos en las tablas de 
distancias interespecíficas con otras Amblyomma sp. (Tabla 6-8. Con ello se obtuvo que todas las 
secuencias de A. rotundatum tenían una distancia genética con las otras secuencias (A dissimile y la 
obtenidas en este estudio) de 5.4-6.5% para el gen 12S y de 8.7-10.7% para COI (Anexo 3-4) valores 
que se encuentran dentro de los índices de K2P, descartando la posibilidad de que alguna de las 
secuencias de GenBank estuviera mal identificada.  
 
Análisis de las secuencias obtenidas y las descargadas de GenBank 
Se realizó un BLAST que busca los ´High Scoring Pairs´ (HSP -Par de Segmentos de Alta 
Puntuación) entre la secuencia de búsqueda y las secuencias de la base de datos, utilizando el 
algoritmo heurístico entre los individuos de estudio (Carrion, 2010). Esta herramienta fue de gran 
utilidad para este estudio, el cálculo de la divergencia entre nuestras secuencias y las disponibles en 
GenBank, dio como resultado que las 40 secuencias estudiadas en este proyecto tenían un porcentaje 
de identidad del  99-100% con respecto a Amblyomma dissimile y del 90-94% con Amblyomma 
rotundatum, según estos valores, nuestras secuencias tienen una coincidencia total con las secuencias 
de A. dissimile de Genbank, pero tienen poca diferencia con las secuencias de A. rotundatum (Carrion, 
2010; Steinke et al., 2005; Peña, 2011). 
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Haplotipos de secuencias obtenidas y descargadas en GenBank 
La red de haplotipos obtenida en el análisis de las secuencias de GenBank (A. dissimile) y las 
secuencias obtenidas en este estudio con los genes 12S y COI muestra poca diversidad nucleotídica 
entre ellas (0.0041-0.0051). Además, se halló más haplotipos con el gen COI (11) que con el gen 12S 
(8), lo anterior concuerda con que COI fue propuesto como Identificador universal de especies 
mediante la técnica de código de barras genético y mejora el proceso de identificación taxonómica, 
evidenciando la variación genética (Lanteri, 2007). Vázquez et al. (2009), plantea varias hipótesis a 
partir de la red de haplotipos obtenida por el modelo de parsimonia, una de estas hipótesis es que los 
haplotipos ancestrales se encuentran en el interior del árbol y los haplotipos nuevos tienden a estar en 
la periferia o los extremos del árbol, teniendo en cuenta lo anterior la topología que obtuvimos 
concuerda con esta hipótesis, puesto que hubo un haplotipo con alta frecuencia ubicado en el centro 
de cada red obtenida en los genes evaluados. Puede que nuestros haplotipos centrales sean los 
ancestrales para la especie de A. dissimile. Este análisis es pertinente con genes mitocondriales, 
debido a que se obtienen haplotipos donde registra la historia matrilineal en los eventos mutacionales, 
conectándose en un modo filogenético en un árbol de genes (Avise, 2008). 
 
Análisis filogenéticos 
Los análisis de inferencia bayesiana y máxima Verosimilitud confirmaron que las secuencias 
obtenidas pertenecen a la especie de A. dissimile dejándolas en un mismo cluster, indicando que las 
divergencias entre individuos de la misma especie eran tan mínimas que no alcanzaban a relacionarse 
con secuencias de otras especies. Además, estos análisis corroboran la estrecha relación entre A. 
dissimile y A. rotundatum, como lo han mostrado algunos autores Lampo et al. (1998) y Guglielmone 
y Nava, (2010), destacando también que A. dissimile y A. rotundatum tienen gran número de 
huéspedes naturales en común, aunque A. dissimile tiene una mayor gama de huéspedes, puede que 
estas especies tengan una mayor relación evolutiva al ver que sus adaptaciones ambientales y las 
especies donde parasitan son similares. 
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Conclusión  
Mediante la técnica molecular de código de barras genético, usando los genes COI y 12S, se confirmó 
que las garrapatas que fueron recolectadas de anfibios y reptiles en marco del proyecto “Rickettsial 
infection in ticks (Acari: Ixodidae) from reptiles in the Colombian Caribbean” (2018) pertenecen 
a la especie Amblyomma dissimile. 
 
Los genes COI, 12S y 16S son informativos según los resultados obtenidos al comparar las secuencias 
descargadas en Genbank y obtener los valores de divergencia. 
 
La especie A. dissimile no sólo es estrechamente similar en su morfología en cada uno de sus estadios 
con A. rotundatum, sino también molecularmente, obteniendo valores de distancia genética entre 
especies bajos a comparación de los valores obtenidos con otras especies del genero Amblyomma en 
el análisis. 
 
La obtención de haplotipos y las estimaciones estadísticas nos ayudan a complementar los resultados 
obtenidos con el “DNA barcoding” considerando que el uso de esta herramienta no excluye la 
taxonomía basada en caracteres morfológicos, sino que da robustez a los datos añadiendo información 
con más especificidad. 
 
Impacto esperado  
Realizar un artículo científico donde se evidencie la utilidad del gen COI y 12S en el código de barras 
genético en la identificación de algunas especies de Amblyomma, en especial A. dissimile y A. 
rotundatum,  
Recomendaciones 
Es necesario seguir ampliando la base de datos de las plataformas genéticas para investigaciones 
futuras, considerando que esta es una herramienta complementaria a la rama de la taxonomía.  
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Se resalta que para el uso de “DNA barcoding” es necesario evaluar las limitaciones y la 
superposición entre la divergencia genética que se obtienen con los valores intra e interespecíficos 
dentro de las especies a estudiar. Se sugiere el uso de más de dos genes para esta técnica molecular 
al determinar la identidad de especímenes, además del uso de herramientas filogenéticas y de 
determinación de haplotipos para obtener mayor información de las secuencias de interés.  
 
Aunque en el estudio no se usó el gen 16S para el análisis de las muestras estudiadas, sus valores en 
general se encuentran dentro del rango de 2KP, así que puede ser un gen complementario para futuros 
estudios.  
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Anexos 
 
Anexo 1. Muestras seleccionadas y procesadas para la identificación por código de barras de ADN 
Código Especie Estadío Fecha de 
colecta 
Lugar de colecta Hospedero 
A16 Amblyomma dissimile Ninfa - CAVF Boa constrictor 
(Chocolate) 
A18 Amblyomma dissimile Macho - Rio Ancho R. melanosterra 
A28 Amblyomma dissimile Hembra 14-may-16 Escuela de la N T. scripta 
A29 Amblyomma dissimile Macho 14-may-16 Escuela de la N T. scripta 
A58 Amblyomma sp Larvas 22-jul-16 Unimag Gymnostalmus 
A62 Amblyomma dissimile Larvas 10-jul-16 Unimag Cnemidoforus 
A116 Amblyomma sp Larvas 18-jun-16 Tayronaca Basiliscus 
basiliscus  
A120 Amblyomma sp Larvas 28-may-16 La Esmeralda Basiliscus 
basiliscus  
A123 Amblyomma dissimile Ninfa 22-mar-16 Casa Blanca Ameiva praesignis  
A125 Amblyomma dissimile Ninfa 22-mar-16 Casa Blanca Mastigodrias 
boddaerti 
A130 Amblyomma dissimile Ninfa 22-mar-16 Casa Blanca Ameiva praesignis  
A138 Amblyomma sp Larvas 27-jun-16 Unimag Iguana iguana 
A144 Amblyomma sp Larvas 05-jul-16 Unimag Anolis auratus 
A176 Amblyomma sp Larvas 12-jul-16 Unimag Portidium lansbegii 
A177 Amblyomma dissimile Ninfa  CAVF Boa 
A184 Amblyomma sp Larvas 12-jul-16 Unimag Portidium lansbegii 
A186 Amblyomma sp Larvas 20-jul-16 Unimag Gonatodes 
A193 Amblyomma sp Larvas 08-ago-16 Unimag Cnemidophorus 
gaigei 
A199 Amblyomma sp Larvas 16-ago-16 Unimag Ameiva bifrontata 
A200 Amblyomma sp Larvas 27-ago-16 La Esmeralda Iguana iguana 
A212 Amblyomma dissimile Ninfa 22-ene-16 Cienaga rinconada Rhinella humboldti 
A216 Amblyomma dissimile Ninfa 10/03/2016 Kalashe Kalabia Rhinella marina 
A222 Amblyomma sp Larvas 04/03/2016 PNNT (Quebrada 
Mazón) 
Rhinella marina 
A233 Amblyomma dissimile Hembra 03/11/2016 Kalashe Kalabia Boa 
A235 Amblyomma dissimile Macho 23/12/2016 La Loma (Cesar) Caiman crocodilus 
A236 Amblyomma dissimile Hembra 23/12/2016 La Loma (Cesar) Chelonoidis 
carbonarius 
A238 Amblyomma dissimile Hembra 23/12/2016 La Loma (Cesar) Phimophis 
guianensis 
A240 Amblyomma dissimile Ninfa 06/11/2016 Escuela de la 
Naturaleza 
Rhinoclemmys 
melanosterna 
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A242 Amblyomma dissimile Macho 03/11/2016 Kalashe Kalabia Boa 
A249 Amblyomma dissimile Ninfa 23/12/2016 La Loma (Cesar) Drymarchon 
caudomaculatus 
A251 Amblyomma dissimile Hembra 03/11/2016 Mamatoco Boa 
A253 Amblyomma dissimile Macho 23/12/2016 La Loma (Cesar) Iguana iguana 
A259 Amblyomma dissimile Ninfa 23/12/2016 La Loma (Cesar) Drymarchon 
caudomaculatus 
A260 Amblyomma sp Larvas 27/12/2016 Kalashe Kalabia Phimophis 
guianensis 
A264 Amblyomma sp Macho 27/12/2016 Kalashe Kalabia Chelonoidis 
carbonarius 
A275 Amblyomma dissimile Ninfa 18/06/2016 Tayronaca Rhinella marina  
A281 Amblyomma sp Larvas 18/06/2016 Tayronaca Rhinella marina  
A303 Amblyomma sp Larvas 19/07/2016 Universidad del 
Magdalena 
Rhinella marina 
A309 Amblyomma dissimile Ninfa 27/08/2016 La Esmeralda Rhinella marina  
A311 Amblyomma sp Larvas 27/08/2016 La Esmeralda Rhinella humboldti 
 
Anexo 2. Secuencias descargadas de GenBank del genero de Amblyomma (genes 16S, 12S y COI), 
con su número respectivo de pares de bases, lugar, hospedero y fecha de publicación.  
GenBank Especie A. Gen Nº 
pb 
País Lugar Host Fecha GenBnk 
MF353128.1 dissimile 16S 427 Colombia Yopal - 26/10/2017 
MF363072.1 dissimile COI 636 Colombia Yopal - 26/10/2017 
MF004424.1 dissimile 12S 323 Colombia Sucre - 11/09/2017 
KF200170.1 dissimile COI 646 Panamá Colon, Barro 
Colorado 
- 05/06/2014 
AY342249.1 dissimile 12S 323 Honduras - - 29/10/2008 
AY342248.1 dissimile 12S 323 Honduras - Iguana iguana 
rhinolophus 
29/10/2008 
KF200168.1 dissimile COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado 
- 05/06/2014 
KF200114.1 dissimile COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado 
- 05/06/2014 
KF200117.1 dissimile COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado 
- 05/06/2014 
KF200116.1 dissimile COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado 
- 05/06/2014 
KY389391.1 dissimile 16S 407 México - Rhinella marina 08/02/2018 
KY389392.1 dissimile 16S 407 México - Rhinella marina 08/02/2018 
KY389389.1 dissimile 16S 407 México - Rhinella marina 08/02/2018 
KY389390.1 dissimile 16S 407 México - Rhinella marina 08/02/2018 
KJ569692.1 dissimile 16S 360 Brasil - Boa constrictor 28/05/2014 
KU720275.1 rotundatum COI 604 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720278.1 rotundatum COI 604 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720277.1 rotundatum COI 604 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720276.1 rotundatum COI 604 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720247.1 rotundatum 16S 407 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
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KU720245.1 rotundatum 16S 407 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720243.1 rotundatum 16S 407 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720241.1 rotundatum 16S 407 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720248.1 rotundatum 16S 407 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720231.1 rotundatum 12S 342 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720230.1 rotundatum 12S 342 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720224.1 rotundatum 12S 342 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720221.1 rotundatum 12S 342 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KU720213.1 rotundatum 12S 342 Perú San Juan Bautista - 18/03/2017 
KX278439.1 rotundatum 16S 452 Brasil Amazonas Rhinella marina 03/08/2016 
KY070324.1 rotundatum 16S 418 Brasil Para, Baiao Iguana iguana 10/10/2017 
KP987773.1 rotundatum 16S 378 Israel - Chelonoidis 
carbonaria 
20/07/2015 
KP987772.1 rotundatum 12S 347 Israel - Chelonoidis 
carbonaria 
20/07/2015 
KP987771.1 rotundatum COI 721 Israel - Chelonoidis 
carbonaria 
20/07/2015 
KJ569693.1 rotundatum 16S 370 Brasil - Boa constrictor 28/05/2014 
EU805569.1 rotundatum 16S 343 Brasil - - 16/08/2010 
AY342250.1 rotundatum 12S 317 USA - Bufo marinus 29/10/2008 
KF614698.1 cajennense 12S 368 Brasil - - 03/10/2015 
KF614697.1 cajennense 12S 381 Brasil - - 03/10/2015 
KF614696.1 cajennense 12S 379 Brasil - - 03/10/2015 
JX987884.1 cajennense 12S 341 Argentina - - 31/12/2013 
JX987883.1 cajennense 12S 341 Argentina - - 31/12/2013 
JX987885.1 cajennense 12S 341 Argentina - - 31/12/2013 
U95850.1 cajennense 12S 405 - - - 17/11/1998 
JX987835.1 cajennense 12S 348 cr - - 31/12/2013 
JX987857.1 cajennense 12S 346 Perú - - 31/12/2013 
JX987856.1 cajennense 12S 346 Perú - - 31/12/2013 
JX987875.1 cajennense 12S 340 Paraguay - - 31/12/2013 
JX987874.1 cajennense 12S 340 Paraguay - - 31/12/2013 
JX987873.1 cajennense 12S 340 Argentina - - 31/12/2013 
JX987872.1 cajennense 12S 340 Argentina - - 31/12/2013 
L34317.1 cajennense 16S 453 - - - 14/03/1996 
KJ557134.1 cajennense 16S 398 Brasil Ponoce - 04/03/2015 
KJ557135.1 cajennense 16S 416 Brasil Ponoce - 04/03/2015 
MF353126.1 cajennense 16S 499 Brasil Rondonia - 26/10/2017 
KX544819.1 cajennense 16S 404 Costa Rica - - 08/10/2016 
KT722807.1 cajennense 16S 404 Brasil Mato Grosso - 27/01/2016 
KM458243.1 cajennense 16S 404 USA - - 15/06/2015 
KM458242.1 cajennense 16S 404 USA - - 15/06/2015 
KF200160.1 cajennense COI 658 Panamá Colon, agua salud - 05/06/2014 
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KF200130.1 cajennense COI 633 Panamá Panamá, El Cacao de 
Capira 
- 05/06/2014 
KF200124.1 cajennense COI 657 Panamá Colon, agua salud - 05/06/2014 
MF363087.1 cajennense COI 489 Brasil Rondonia - 26/10/2017 
KF200097.1 cajennense COI 658 Panamá Colon, agua salud - 05/06/2014 
AY342247.1 scutatum 12S 322 Costa Rica - Ctenosaura 
similis 
29/10/2008 
AY342245.1 scutatum 12S 323 Honduras - Iguana iguana 
rhinolopha 
29/10/2008 
KC202817.1 auricularum 16S 406 Brasil - Conepatus 
semistriatus 
15/01/2013 
KM262200.1 auricularum 16S 432 Brasil Bahia State,Raso da 
Catarina Ecological 
Turdus 
amaurochalinus 
09/03/2016 
KR869156.1 auricularum 16S 406 Brasil Mossoro Rodent 01/11/2015 
KR869154.1 auricularum 16S 407 Brasil Mossoro Rodent 01/11/2015 
JF523334.1 auricularum 12S 358 Guatemala - - 22/05/2015 
KF200137.1 auricularum COI 642 Panamá Colon Las pavas 05/06/2014 
AY342292.1 auricularum 12S 314 Venezuela - Dasypus 
novemcinctus 
29/10/2008 
FJ627951.1 auricularum 16S 420 Brasil - - 03/06/2009 
KT386306.1 auricularum 12S 315 USA Texas Aves siLv et 
al.,estre 
14/10/2015 
KF200126.1 auricularum COI 644 Panamá Colon Las pavas 05/06/2014 
MF004423.1 ovale 12S 314 Colombia Sucre - 11/09/2017 
AY342273.1 ovale 12S 314 Brasil - Nasua nasua 29/10/2008 
AF541255.1 ovale 16S 400 Paraguay - - 22/04/2003 
MF353105.1 ovale 16S 443 Colombia Ibagué - 26/10/2017 
MF353104.1 ovale 16S 451 Colombia Ibagué - 26/10/2017 
MF353103.1 ovale 16S 451 Colombia Saldana - 26/10/2017 
KF200158.1 ovale COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado Island 
- 05/06/2014 
KF200143.1 ovale COI 630 Panamá Colon, Sierra 
Llorona 
- 05/06/2014 
KF200080.1 ovale COI 656 Panamá Colon, Achiote - 05/06/2014 
MF363089.1 ovale COI 558 Colombia Ibagué - 26/10/2017 
MF363085.1 ovale COI 558 Colombia Ibagué - 26/10/2017 
KF702337.1 longirostre 12S 342 Costa Rica - Aves 09/03/2016 
KT386304.1 longirostre 12S 316 USA Texas Aves siLv et 
al.,estre 
14/10/2015 
JX192919.1 longirostre 12S 342 USA - - 01/07/2013 
JX192903.1 longirostre 12S 342 USA - - 01/07/2013 
AY342264.1 longirostre 12S 317 México - Pipra mentalis 29/10/2008 
KX137894.1 longirostre 16S 407 Brasil Cerro Largo - 20/02/2017 
KM262207.1 longirostre 16S 431 Brasil Paraiba State,Guaribas 
Biological Station 
Neopelma 
pallescens 
09/03/2016 
KM262206.1 longirostre 16S 431 Brasil Paraiba State,Guaribas 
Biological Station 
Basileuterus 
flaveolus 
09/03/2016 
KP762572.1 longirostre 16S 409 Brasil - Aves 04/08/2015 
KP835790.1 longirostre 16S 324 Honduras Tela, Botanical 
Garden Lancetilla 
Xiphorhynchus 
guttatus 
20/07/2015 
KF179341.1 longirostre 16S 410 Paraguay - Aves 22/04/2014 
KX360363.1 longirostre COI 657 Canadá Ontario, Long Point - 18/01/2017 
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KX360329.1 longirostre COI 657 Canadá Manitoba - 18/01/2017 
KF200103.1 longirostre COI 644 Panamá - - 05/06/2014 
KF200095.1 longirostre COI 658 Panamá Colon, Barro 
Colorado Island 
- 05/06/2014 
KU284921.1 triste 12S 336 Uruguay Canelones - 08/12/2016 
KU284920.1 triste 12S 336 Uruguay Canelones - 08/12/2016 
KU284918.1 triste 12S 336 Perú Tumbes - 08/12/2016 
KU284917.1 triste 12S 336 Perú Tumbes - 08/12/2016 
KU284916.1 triste 12S 336 Argentina Inta Delta - 08/12/2016 
KU284912.1 triste 12S 337 Argentina Zarate - 08/12/2016 
KU284899.1 triste 12S 336 Brasil Promissao - 08/12/2016 
AY498563.1 triste 16S 412 Brasil - - 09/01/2006 
KU285001.1 triste 16S 409 Uruguay Canelones - 08/12/2016 
KU285000.1 triste 16S 409 Uruguay Canelones - 08/12/2016 
KU284999.1 triste 16S 408 Perú Ica - 08/12/2016 
KU284997.1 triste 16S 409 Perú Tumbes - 08/12/2016 
KU284987.1 triste 16S 408 Brasil Uberlandia - 08/12/2016 
JN180848.1 triste 16S 408 Chile Arica - 28/02/2012 
KU284963.1 triste 16S 409 Argentina Inta Delta - 08/12/2016 
MF363081.1 triste COI 520 Brasil Sao Paulo - 26/10/2017 
KU306598.1 triste COI 527 Uruguay Canelones - 08/12/2016 
KU306595.1 triste COI 527 Perú Tumbes - 08/12/2016 
KU306583.1 triste COI 527 Argentina Formosa - 08/12/2016 
KU306582.1 triste COI 527 Argentina Zarate - 08/12/2016 
KU306557.1 triste COI 527 Brasil Promissao - 08/12/2016 
KP997023.1 americanum 12S 356 USA Panola Mountain - 04/08/2015 
KC538943.1 americanum 12S 315 USA Texas - 18/10/2013 
AY342280.1 americanum 12S 315 USA - Felis concolor 29/10/2008 
L34314.1 americanum 16S 459 USA Texas - 14/03/1996 
KP997024.1 americanum 16S 677 USA Panola Mountain - 04/08/2015 
KX673169.1 americanum 16S 301 USA - - 05/08/2017 
KX360420.1 americanum COI 658 USA Florida - 18/01/2017 
KX360419.1 americanum COI 658 USA Florida - 18/01/2017 
KX360407.1 americanum COI 514 Canadá Ontario, Wellesley - 18/01/2017 
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Anexo 3. Distancia interespecífica con el gen COI de las secuencias obtenidas en este proyecto y las descargadas en Genbank de A.rotundatum y 
A.dissimile. 
 
 
 
 
Secuencias Distancias entre las secuencias (COI) 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 
1 A._rot_KP987771                     
2 A._rot_KU729275 0,008                    
3 A._rot_KU720278 0,008 0,000                   
4 A._rot_KU720276 0,008 0,000 0,000                  
5 A._rot_KU720277 0,008 0,000 0,000 0,000                 
6 A._dis_MF363072 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107                
7 A._dis_MF200170 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,013               
8 A._dis_KF200117 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107 0,008 0,005              
9 A._dis_KF200114 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107 0,008 0,005 0,000             
10 A._dis_KF200168 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107 0,008 0,005 0,000 0,000            
11 A._dis_KF200116 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107 0,008 0,005 0,000 0,000 0,000           
12 A.16 0,100 0,106 0,106 0,106 0,106 0,010 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003          
13 A.18 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,013 0,000 0,005 0,005 0,005 0,005 0,003         
14 A.130 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,016 0,003 0,008 0,008 0,008 0,008 0,005 0,003        
15 A.138 0,100 0,107 0,107 0,107 0,107 0,008 0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,005 0,008       
16 A.199 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,016 0,003 0,008 0,008 0,008 0,008 0,005 0,003 0,000 0,008      
17 A.216 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,010 0,008 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,008 0,010 0,003 0,010     
18 A.238 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,010 0,008 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,008 0,010 0,003 0,010 0,005    
19 A.249 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,010 0,008 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,008 0,010 0,003 0,010 0,005 0,000   
20 A.253 0,097 0,103 0,103 0,103 0,103 0,010 0,008 0,003 0,003 0,003 0,003 0,005 0,008 0,010 0,003 0,010 0,005 0,000 0,000  
21 A.303 0,087 0,094 0,094 0,094 0,094 0,016 0,008 0,013 0,013 0,013 0,013 0,010 0,008 0,010 0,013 0,010 0,010 0,016 0,016 0,016 
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Anexo 4. Distancia interespecífica con el gen 12S de las secuencias obtenidas en este proyecto y las descargadas en Genbank de A.rotundatum y 
A.dissimile 
Secuencias Distancias entre las secuencias (12S) 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 
1 A._rot_KP987772                    
2 A._rot_KP720231 0,000                   
3 A._rot_KP720221 0,000 0,000                  
4 A._rot_KP720224 0,000 0,000 0,000                 
5 A._rot_KP720213 0,000 0,000 0,000 0,000                
6 A._rot_KP720230 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000               
7 A._rot_AY342250 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000              
8 A._dis_MF004424 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057             
9 A._dis_AY342249 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,007            
10 A._dis_AY342248 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,057 0,000 0,007           
11 A.16 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,007 0,000 0,007          
12 A.18 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,003 0,003 0,003 0,003         
13 A.130 0,058 0,058 0,058 0,058 0,058 0,058 0,058 0,007 0,014 0,007 0,014 0,010        
14 A.138 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,007 0,007 0,007 0,007 0,003 0,014       
15 A.199 0,054 0,054 0,054 0,054 0,054 0,054 0,054 0,003 0,010 0,003 0,010 0,007 0,003 0,010      
16 A.216 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,003 0,003 0,003 0,003 0,000 0,010 0,003 0,007     
17 A.238 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,007 0,007 0,007 0,007 0,003 0,014 0,007 0,010 0,003    
18 A.249 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,065 0,007 0,007 0,007 0,007 0,003 0,014 0,007 0,010 0,003 0,007   
19 A.253 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,003 0,003 0,003 0,003 0,000 0,010 0,003 0,007 0,000 0,003 0,003  
20 A.303 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,061 0,003 0,003 0,003 0,003 0,000 0,010 0,003 0,007 0,000 0,003 0,003 0,00 
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